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学位論文題目 （糖尿病性神経障害の一次感覚ニューロンでのカルシウム恒常性に対する
PKCβ阻害剤の効果）
目的：糖尿病性神経障害の成因としてポリオール代謝異常、酸化ストレス、血管障害等と共
にプロテインキナーゼC（以下PKC）活性異常の重要性が指摘されている。現在、PKC活性化
仮説に基づきその阻睾薬LY333531（以下LY）は、糖尿病性腎症、糖尿病性網膜症と並び、糖
尿病性神経障害に対しての臨床治験が進行中である。これまでの糖尿病モデル動物を用いた
報告では、同薬の作用点として血流改善効果を介した神経機能改善が報告されている。我々
はPKCβが感覚神経の一次ニューロンである後根神経節（以下DRG）ニューロン、特に小径ニ
ューロンに局在し、かつ、その活性が先進していることを報告しており、血流改善を介した
作用以外にDRGニューロンへの直接作用を介した痛覚過敏改善効果を報告している。そこ
で、PKCβの糖尿病性神経障害の病態における役割と川の効果を、特に感覚ニューロンへの
直接作用を検討する目的で後根神経節（以下DRG）ニューロンの初代培養系を用いて検討し
た。この際、特に痺痛も含めたニューロンの機能発現に密接に関与するCa恒常性の観点か
ら検討した。
方法：8週令雄性SDラットの尾静脈にストレプトゾトシン（50mg／kg）注射し、一週間後に
血糖20油量以上のものを糖尿病モデルとした。6～8週後に両側L4、L5のDRGを採取し、
翌日使用した。細胞内Ca測定は、蛍光色素fura車2／AM（5〃M、30分間）、ミトコンドリ
アの膜電位測定は、Rhodaminel23（5〃M、30分間）をDRGニューロンに取り込ませた。
Poly－L－1ysineでコートした径18mmのカバーガラス上に接着させたDRGこここし－ロンを約4
nl／min、37℃の保ったTyTOde solutionで持続潅流している蛍光顕微鏡上（IX70）で5秒ご
とに観察した。励起光はLAMDADG－4を使用し、冷却CCDカメラCooI SNAP HQで観察を行っ
た。脱分極刺激としては50mⅦCClを使用し、細胞内Ca濃度はこGrynkiewiczの式より計算
した。ミトコンドリアの膜電位は、膜電位を消失させるCCCPを用いた方法により半定量的に
評価した。
（備考）1，論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・緒論の順に記載し、2千字
程度でタイプ等で印字すること。
2．※印の柵には記入しないこと。
53等
（統　紙）
結果：1．糖尿病モデルラットのDRGニューロンにおいては、正常mGニューロンと比較
し、安静時Ca漠度、及び50mMKCl脱分極刺激による細胞内Ca流入（ピークCa濃度一安静
時Ca濃度）には差が見られなかったが、その回復過稜は遅延していた。結果2．LYは溝度依
存性に、その遅延したCa匝l復時間を改善した。また、その作用は急性（1～3分）かつ可逆
性であり漉度依存性を示したが、安静時には細胞外からのCa流入に影響を与えるこ′とはな
かった。結果3．その作用はミトコンドリアカルシウムユニポーター阻害剤Ruthenium360
で抑制され、LYはミトコンドリアに作用して効果を示すと考えられた。また、糖尿病DRGニ
ューロンにおいては、同阻害剤への反応性は低く、C畠回復時間の延長がほとんど見られなか
った。このことより、カルシウム緩衝能に関して糖尿病DRGニューロンにおけるミトコンド
リア機能異常が示唆された。結果4．ミトコンドリア膜電位は、糖尿病DRGニューロンで低
下していたが、LYは有意な変化を与えなかった。
考察：これらのことは、糖尿病性神経障害モデル動物において神経機能改善効果を示すLY
が、一部にはこ感覚神経自体に直接作用してその効果を発揮している可能瞳を示唆している。
また、糖尿病ラットDRGニュ∴ロンではCa恒常性異常があり、その一部は、ミトコンドリア
機能異常に伴うものであると考えられた。LYの改善効果の作用機序はミトコンドリア膜電位
を介することなく、ミトコンドリアのCa緩衝能を改善している可能性が示唆された。
／へ
緒論：糖尿病性神経障害に対するPKCβ阻害剤は、感覚神経への直接作用を持っており、そ
の作用機序として、ミトコンドリアを介して異常なカルシウム恒常性を改善させる可能性が
ある。
別紙様式8（課程・論文博士共用）
学位論文審査の結果の要旨
整理番号 田　原　　、将　行
（学位論文審査の結果の要旨）
糖尿病モデルラットの感覚ニューロンに対するプロテインキナーゼCβ（PKCβ）
阻害剤LY333531（LY）の直接効果を評価するため、後根神経節の初代培養ニュー
ロンにおける細胞内カルシウム（Ca）濃度を蛍光Ca2＋指示薬fura－Zを用いて検討
した。その結果、1）対照ラットに比べ糖尿病モデルでは、高K＋脱分極刺激による
小型ニューロン細胞内Ca濃度上昇からの回復時間が遅延すること、2）LYはこの
遅延現象を濃度依存性に急速かつ可逆的に正常化すること、3）このLYによる効
果はミトコンドリアCaユニポーター阻害剤ルテニウム360の前処理によって完全
に桔抗されること、等が判明した。
以上の結果から、PKCβ阻害剤は嘩尿病性神経障害における感覚神経のミトコンド
リアCa緩衝能の改善を介し、病的Ca恒常性を正常化するものと示唆された。
本研究は、糖尿病性神経障害の新しい治療法の開拓に大きく寄与するものであ、リ、
博士（医学）の授与に値すると判定された。
（平成18年　8月30日）
